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摘要 :【 目 的 】 灵 活 操 控 靶 基因 的 表达 水 平 对 于 研究 基因 的 功能 十 分 重要 。Gal4LUAS 系统 已 被 广 
泛 应 用 于 调控 基因 表达 ,可 研究 果 蝇 Drosophila 等 模式 生物 复杂 的 生物 学 问题 。 受 采用 载体 的 特 
性 及 插入 位 点 的 影响 ,Gal4 或 UAS 转基因 品系 在 构建 好 之 后 ,其 调控 靶 基 因 的 能 力 基本 是 确定 的 。 
本 研究 旨 在 在 现 有 Gal4/UAS 系统 的 基础 上 ,开发 一 种 新 的 策略 ,实现 在 果 蝇 起 芽 中 灵活 操控 
wingless (weg ) 基因 的 表达 水 平 。【 方 法】 用 遗传 学 手段 将 黑 腹 果 蝎 Drosophila melanogaster 品系 的 
UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 转基因 重组 到 同一 黑 腹 果 晶 品 系 中 。 将 该 重组 黑 腹 果 曲 品系 与 dpp-Gal4 
黑 腹 果 晶 品系 杂交 ,同时 驱动 UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 在 果 晶 幼虫 翅 芽 中 共 表 达 。 杂 交 子 代 幼 瑞 
分 别 放置 在 不 同 的 温度 (18, 25 和 30% ) 下 培养 。 将 幼虫 翅 芽 解剖 并 进行 免疫 组 化 染色 ,测量 染色 
的 荧光 强度 ,分 析 起 芽 中 we 的 表达 水 平 。【 结 果 】 在 低温 (18% ) 下 ,UAS-wg 在 基因 表达 调控 中 起 
主要 作用 ,wg 表现 为 超 表达 ,但 其 超 表达 的 效率 可 被 UAS-wg-RNAi 有 效 地 削弱 。 相 反 , 在 高 温 
(30%C ) 下 ,UAS-wg-RNAi 起 主导 作用 ,wg 的 表达 受到 抑制 。 并 且 通 过 转换 温度 ,可 实现 we 在 起 芽 
发 育 的 不 同 阶段 在 超 表达 和 抑制 之 间 相互 转化 ,从 而 灵活 地 操控 we 基因 在 翅 芽 中 的 表达 水 平 。 
【结论 】 该 方法 可 以 灵活 操控 果 蝎 翅 芽 中 wg 基因 的 表达 水 平 ,对 于 调控 转基因 的 表达 有 重要 的 
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A strategy for flexibly modulating wingless expression levels in Drosophila 








wing disc 

ZHANG Xu-Bo, WU Wen-Jun, LI Kai-Xia, MA En-Bo, WU Hai-Hua, ZHANG Jian-Zhen, DONG 
Wei (Institute of Applied Biology, Shanxi University, Taiyuan 030006, China) 

Abstract: [Aim) Flexibly controlling the expression levels of target genes is critical for the study of gene 
function. Gal4/UAS system has been intensively used to manipulate gene expression and to study 
complex biological problems of model organisms such as Drosophila. Affected by the properties of 
transposon vector constructs and the insertion site in the transgenic stock, the ability of Gal4 or UAS 
transgenic lines to regulate target genes is roughly predefined after construction. This study aims to 
develop a new strategy based on the conventional GALA/UAS system to flexibly modulate the expression 
level of wingless (wg) gene in Drosophila wing discs. 【Methods】UAS-wg and UAS-wg-RNAi transgenes 
of Drosophila melanogaster were recombined into the same D. melanogaster line by genetic approach. 
And this line was crossed with dpp-Gal4 line to co-express UAS-wg and UAS-wg-RNAi in larval wing 
discs. The progeny larvae were cultured at different temperatures (18, 25 and 30Y ). The larval wing 


discs were dissected and stained by immunohistochemistry. The fluorescence intensity was measured to 























基金 项 目 ; 国家 自然 科学 基金 项 目 (NSFC31402021) ; 山西 省 优秀 人 才 科技 创新 项 目 (201805D211019) 

作者 简介 : 张 徐 波 , 男 , 1983 年 3 月 生 , 山 西亚 城 人 , 博 十 , 讲师, 研究 方向 为 果 蝇 退 发 育 机 制 与 器 官 再 生 ,E-mail; zhangxubo@ sm. edu. en 
“通讯 作者 Corresponding author, E-mail: dongwei@ sxu. edu. cn 

收 稿 日 期 Received: 2019-06-26; 接受 日 期 Accepted: 2019-07-22 

































































张 徐 波 等 : 灵活 操控 果 晶 翅 芽 





1049 





P wingless 基因 表达 水 平 的 策略 





analyze the expression level of we in the wing discs. 【Results】UAS-wg played a dominant role in the 


regulation of gene expression at low temperature (18°C ) .In this case, the efficiency of overexpression of 


wg was attenuated effectively by UAS-wg-RNAi，On the contrary ，UAS-wg-RNAi predominated in the 


regulation of gene expression, and the expression of we was inhibited at high temperature (30°C). 


Besides ，by switching temperature, the we expression could be transformed between overexpression and 


repression in wing disc at different developmental stages, and the expression of we could be modulated 


flexibly in wing disc. [Conclusion)] By this approach, we can flexibly modulate the expression of wg in 


wing disc of Drosophila. Tt has great significance in target gene regulation. 


Key words: Drosophila; transgene; target gene; wing disc; wingless; expression level; temperature 


在 生物 体 中 表达 外 源 靶 基因 被 广泛 用 于 生物 学 
研究 的 诸多 领域 。Gal4/UAS 系统 作为 研究 基因 功 
能 的 强大 工具 ,可 以 区 域 化 地 操控 靶 基 因 的 表达 。 
在 某 些 特定 情况 下 ,需要 将 靶 标 基因 的 表达 水 平 控 
制 在 所 需 水平 (Pfeiffer ei al., 2010) 。 例 如 在 研究 黑 
腹 果 晶 Drosophila melanogaster 大 脑 中 各 个 神经 元 的 
功能 时 ,需要 精确 控制 靶 基 因 表 达 的 水 平 (Pteiffer et 
al.,，2008) 。 一 些 Gal4 转基因 果 蝇 品系 ,其 Gal4 活 
力 在 低温 下 较 低 ,在 高 温 下 略 有 升 高 ,可 能 由 于 品系 
构建 时 插入 的 载体 中 存在 温度 敏感 元 件 ( Mondal et 
al., 2007) 。 因 此 ,通过 改变 温度 ,可 以 在 很 窄 的 范 
围 内 调节 基因 的 表达 水 平 。 然 而 , 当 Cal4 表达 本 刁 
过 高 时 , 则 很 难 将 靶 基因 的 表达 操控 在 温和 的 水 平 。 
RNAi 技术 可 用 于 有 效 沉 默 靶 标 基 因 (Crishok， 
2005 ) 。20 世纪 80 年 代 末 ,在 矮 牵 牛 中 首次 发 现 了 
RNA 沉默 现象 (Napoli et al., 1990 ) ,90 年 代 其 基因 
干扰 机 制 在 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 中 
得 到 了 深入 地 解析 (Fire et al., 1998)。 通 过 构建 靶 
基因 对 应 的 UAS-RNAi 品系 ,在 特定 Gal4 驱动 下 ， 
以 组 织 特异 性 的 方式 沉默 果 晶 中 的 靶 基 因 。 全 球 几 
大 果 蝇 品系 中 心 如 Vienna Drosophila Resource 
Center ( VDRC ) 和 National Institute of Genetics 
(NIC) 等 可 提供 含有 针对 绝 大 多 数 基因 的 UAS- 
RNAi 转基因 品系 ,使 得 沉默 每 一 个 果 晶 基因 成 为 可 
能 。RNAi 效率 对 温度 比较 敏感 , 较 高 的 温度 会 提高 
RNAi 的 效率 , 而 较 低 的 温度 降低 RNAi 的 效率 
( Fortier and Belote, 2000; Szittya et al., 2003 ) 。 

果 晶 码 芽 是 一 种 经 典 的 生物 学 研究 模型 ,广泛 
用 于 需 官 生长 发 育 机 制 研究 。 利 用 Gal4AUAS 系统 
已 经 深入 研究 了 许多 参与 翅 芽 发 育 的 基因 功能 。 在 
胚胎 期 , 考 原 基 仅 包含 约 40 个 未 分 化 细胞 ,通过 快 
速 分 裂 ,在 幼虫 发 育 的 4 d 内 生长 至 约 50 000 个 细 
胞 (Rogulja and ITrvine，2005 ) 。 翅 芽 被 细 分 为 前 隔 
间 (A) 和 后 隔 间 (P) ,以 及 背 隔 间 (D) 和 腹 隔 间 (YV ) 











































































































(Shen et al.，2008 ) 。 背 腹 隔 间 边 界 处 分 泌 一 种 重 
要 的 信号 分 子 Wingless (Wg) , 它 可 激活 邻近 细胞 
中 的 靶 基 因 (Neumann and Cohen, 1997) ,在 翅 的 生 
长 发 育 过 程 中 起 着 重要 的 调控 作用 。 

研究 基因 功能 往往 需要 将 外 源 靶 基因 表达 控制 
在 特定 的 水 平 。 靶 基因 表达 水 平 过 高 可 能 会 产生 
些 副作用 ,从 而 阻碍 基因 功能 的 研究 (Shen et al.， 
2010) 。 因 此 ,需要 一 种 方法 将 表达 操控 在 期 望 的 
水 平 。Gal4/UAS 系统 对 靶 基 因 的 操控 效率 受 温度 
的 影响 较 小 ,通过 温度 调控 , 仅 可 以 小 范围 地 改变 鞠 
基因 的 表达 水 平 。 通 过 重新 构建 转基因 品系 ,可 以 
改变 Gal4/UAS 系统 的 效率 (Pfeiffer et al., 2010)， 
从 而 改变 靶 基 因 的 表达 水 平 。 然 而 ,构建 新 的 转 基 
因果 蝇 品 系 费 时 费力 ,构建 完毕 后 还 需 进 一 步 验证 ， 
因此 ,开发 新 的 研究 技术 手段 十 分 必要 。 

Wsg 是 翅 芽 发 育 的 重要 信和 号 ,灵活 操控 wg 的 表 
达 水 平 对 于 研究 相关 生物 个 体 的 发 育 调控 具有 重要 
意义 。 本 研究 采用 转基因 黑 腹 果 蝇 品系 dpp-Cal4 
同时 驱动 UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi, 通 过 控制 温度 ， 
灵活 操控 wg 基因 的 表达 水 平 , 旨 在 用 一 种 简单 的 
方法 提高 Gal4/UAS 系统 对 wg 基因 表达 水 平 的 调 
控 能 力 ,应 用 于 Wg 信和 号 通路 及 相关 上 下 游 靶 标 基 
因 功 能 研究 ,为 发 育 生物 学 的 相关 研究 提供 技术 


手段 。 































































































1 材料 与 方法 


1.1 果 晶 品系 及 抗体 

转基因 黑 腹 果 蝇 品 系 dpp-Gal4 来 自 中 国 农业 
大 学 植物 保护 学 院 沈 杰 教 授课 题 组 。UAS-CFP (BL 
#1521) 和 UAS-wg( BL#5918 ) 来 自 Bloomington 果 量 
品系 中 心 。UAS-wg-RNAi (V104579) 来 自 VDRC 果 
晶 品 系 中 心 。 所 有 果 蝇 用 标准 的 玉米 琼脂 培养 基 饲 
养 。 通 过 遗传 学 手段 将 UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 转 
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基因 重组 在 同一 品系 中 ,得 到 基因 型 为 UAS-wg + 
UAS-wg-RNAi 的 品系 。 分 别 构建 以 下 杂交 组 合 : 
(1)dpp-Gal4 品系 的 处 女 晶 与 UAS-wg 品系 的 雄 晶 
杂交 ,驱动 UAS-wg 的 表达 。 子 代 基 因 型 为 dpp > 
wg。(2)dpp-Cal4 品系 的 处 女 晶 与 UAS-wg-RNAi 品 
系 的 雄 晶 杂 交 ,驱动 UAS-wg-RNAi 的 表达 。 子 代 基 
因 型 为 dpp > wg-RNAi。(3)dpp-Gal4 品系 的 处 女 晶 
与 UAS-wg + UAS-wg-RNAi 品系 的 雄风 杂交 ,驱动 
UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 的 共 表 达 。 子 代 基 因 型 为 
dpp > wg + wg-RNAi。 杂 交 子 代 的 幼虫 分 别 在 18， 
25 和 30C 恒 温 培 养 箱 中 培养 。 对 于 温度 调控 wg 表 
达 量 转换 实验 ,选择 在 18% 下 培养 至 2 龄 末 3 龄 初 
期 幼虫 的 一 部 分 用 于 检测 UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 
共 表 达 时 wg 的 表达 水 平 , 同 时 选取 同 批 次 的 幼虫 
转移 至 30% 培养 38 h 时 用 于 检测 UAS-wg 和 UAS- 
wg-RNAi 共 表 达 时 wg 的 表达 水 平 ;选择 在 30%C 下 
培养 至 2 龄 未 3 龄 初期 幼虫 的 一 部 分 用 于 检测 
UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 共 表 达 时 wg 的 表达 水 平 ， 
同时 选取 同 批 次 的 幼虫 转移 至 18% 培养 72 h 时 用 
于 检测 UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 共 表 达 时 wg 的 表 
达 水 平 。 

一 抗 anti-Wg 购 自 Developmental Studies 
Hybridoma Bank ( DSHB ) ， 货号 :4D4,1: 250 稀释 。 
二 抗 购 自 Agrisera 公司 ,山羊 抗 - 小 鼠 DyLight 549 ， 
1: 200 稀 释 。 一 抗 与 翅 芽 Wg 蛋白 特异 结合 ,二 抗 与 
一 抗 结合 。 二 抗 带 发 光 基 团 ,抗体 染色 的 红色 区 光 
示 踪 wg 在 果 蝇 翅 芽 中 的 表达 。 

1.2 果 晶 起 芽 的 免疫 染色 

将 1.1 节 中 黑 腹 果 蝇 杂交 品系 的 子 代 幼虫 解 
剖 ,在 解剖 镜 下 用 锋 子 将 幼虫 训 为 两 段 ,将 靠近 头 部 
的 一 段 内 脏 翻 出 ,去 除 脂肪 体 、 肠 道 等 组 织 , 保 留 表 
皮 和 需 官 芽 。 将 该 组 织 在 含 4% 甲醛 的 PBT 中 国定 
40 min。 将 固定 后 的 组 织 在 PBT 中 漂洗 4 次 ,然后 
在 PBT 中 洗涤 1 h。 接 着 将 翅 芽 与 一 抗 anti-Wg 在 
4% 孵 育 过 夜 。 孵 育 过 的 翅 芽 组 织 在 PBT 中 漂洗 4 
次 ,然后 在 PBT 中 洗涤 0.5 hp。 将 翅 菠 与 第 二 抗体 
山羊 抗 -小 鼠 DyLight 549 在 室温 下 孵育 1 h ,然后 洗 
次 二 抗 ,并 在 甘油 中 解剖 ,除去 表皮 、 腿 芽 等 组 织 ， 
留 翅 芽 。 每 一 种 处 理 混 合 野 生 型 的 翅 芽 一 起 染色 ， 
作为 对 照 。 使 用 共聚 焦 显 微 镜 Zeiss LSM880 和 区 
光 显 微 镜 EVOS fl 采集 图 像 。 

1.3 荧光 密度 检测 及 数据 分 析 

Wg 抗 体 免疫 组 化 染色 的 获 光 强度 反映 wg 的 

表达 水 平 。 用 启 ji 软件 在 1.2 节 处 理 的 翅 芽 中 选择 











































































































相同 的 区 域 来 测量 抗体 染色 的 荧光 强度 ,并 进行 量 
化 。 使 用 SPSS 软件 进行 数据 统计 分 析 , 采 用 Tukey 
氏 检 验 比 较 灾 光 强 度 。 采 用 GraphPad Prism 5 绘制 
直方 图 。 





2 结果 


2.1 不 同 温度 下 dpp-Gal4 单独 驱动 UAS-wg 对 
wg 表达 的 影响 

用 黑 腹 果 蝇 dpp-Gal4 品系 和 UAS-wg 品系 杂 
交 , 驱 动 we 的 表达 。 将 杂交 获得 的 dpp > wg 黑 腹 
果 蝇 子 代 幼虫 分 别 放置 在 18, 25 和 30% 进行 培养 。 
与 野生 型 黑 乃 果 晶 翅 芽 相 比 ,在 18Y 或 25Y 时 ， 
dpp > wg 黑 腹 果 蝇 翅 芽 中 wg 表达 水 平 显著 升 高 (图 
1: A, B, D, E; 图 3: DD); 在 30%C 时 ,wg 的 超 表 达 
程度 并 没有 进一步 升 高 ,相反 与 23% 的 比 略 有 降低 
(图 1:C,F; 图 3:D)。 
2.2 不 同 温度 下 dpp-Gal4 单独 驱动 UAS-wg- 
RNAi 对 wg 表达 的 影响 

采用 dpp-Gal4 驱动 UAS-wg-RNAi, 结果 显 示 : 
在 30%C 可 以 有 效 抑制 wg 表达 (图 2: C; 图 3: D)。 
然而 ,在 25%C 下 wg 表达 水 平 仅 略 有 下 调 ( 图 2: B; 
图 3: D)。 在 低温 (18% ) 下 ,对 zwg 的 干扰 不 明显 
(图 2: A; 图 3: D)。 
2.3 不 同 温度 下 dpp-Gal4 同时 驱动 UAS-wg 和 
UAS-wg-RNAi 对 wg 表达 的 影响 

本 研究 用 dpp-gal4 同时 驱动 UAS-wg 和 UAS- 
wg-RNAi 的 表达 ,结果 表明 ;在 18%C 时 , 共 表 达 UAS- 
wg 和 UAS-wg-RNAi 的 黑 腹 果 晶 她 芽 中 wg 表现 为 
超 表达 ;但 其 表达 水 平 较 单独 表达 UAS-wg 时 弱 , 接 
近 于 wg 在 背 / 腹 隔 间 边界 自身 表达 水 平 (图 3: A， 
D)。 随 着 温度 的 升 高 ,wg 的 表达 逐渐 被 抑制 (图 3 : 
B, C, D)。 上 述 结果 表明 ,该 方法 可 以 灵活 转变 weg 
基因 表达 的 调控 方式 。 
2.4 不 同 温度 下 共 表 达 UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 
可 实现 wg 在 起 表达 和 抑制 之 间 相 互 转换 

检测 2 龄 末 3 龄 初期 幼虫 在 18Y% 共 表 达 UAS- 
wg 和 UAS-wg-RNAi 时 的 we 的 表达 水 平 ,结果 显示 
幼虫 中 wg 超 表达 (图 4: A)。 将 同 批 次 的 幼虫 转移 
到 30% 后 38 h, 幼 虫 发 育 至 3 龄 中 后 期 ,ws 表达 被 
抑制 (图 4: B) 。 相 反 ,如 果 共 表达 UAS-wg 和 UAS- 
wg-RNAi 的 幼虫 首先 在 30% 培养 ,wg 表达 在 2 龄 末 
3 龄 初期 表现 为 抑制 (图 4: C) ,将 其 转移 到 18Y 后 
72 h , 同 批 次 的 幼虫 发 育 至 3 龄 中 期 ,检测 显示 wg 
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Fig. 1 





图 1 














不 同 温度 下 dpp > wg 黑 腹 果 晶 幼虫 怒 芽 中 wg 的 表达 水 平 





Expression levels of wg in larval wing disc of dpp > wg Drosophila melanogaster at different temperatures 


A -C: 分别 在 18, 25 和 30C 用 dpp-Gal4 驱动 UAS-wg 超 表达 Overexpression of UAS-wg driven by dpp-Gal4 at 18, 25 and 30%C , respectively; A’— 
C'; 分 别 为 A-C 图 中 Wg 抗 体 染 色 ( 红 色 ) 和 GFP 荧光 (绿色 ) 和 二 加 Overlay of Wg antibody staining (in red) and GFP fluorescence (in green) in 


A -C, respectively; D -了 F; 分 别 为 野 
30C ,respectively. 红色 为 Wg 抗体 染色 ， 


尺 Scale bar 


A: 在 18sC 





expression of we was not inhibited completel 

















野生 型 翅 芽 中 wg 分 别 在 18, 25 和 307 的 表达 水 了 








FE Expression levels of wg in wild type wing discs at 18, 25 and 


绿色 为 GFP 自发 交 光 。Red indicates Wg antibody staining, and green indicates the GFP fluorescence. 标 








=50 pm. 





图 2 不 同 温度 下 dpp > wg-RNAi 黑 腹 果 蝇 幼虫 翅 芽 


Fig. 2 Expression levels of we in larval wing disc of dpp > wg-RNAi Drosophila melanogaster at different temperatures 


和 ,wg 表达 没有 受到 有 效 抑制 


低 The expression of we was inhibited effec 


A' 一 C': 分 别 


C, respectivel 


超 表达 (图 4: D) 。 因 此 我 们 通过 转变 温度 ,可 以 使 











P wg 的 表达 水 平 


The expression of we was not inhibited efficiently at 18% ; B: 在 25%C 时 ,wg 表达 受到 不 完全 抑制 The 

















y at 25C ; C: wg 表达 在 30%C 时 受到 有 效 抑 制 , 划 

















上 为 A-C 图 中 Wg 抗体 染 
y. 标尺 Scale bar =50 pm. 








F 在 dpp-Gal4 表达 的 细胞 (绿色 条 带 ) 显著 降 





表达 水 了 





ively at 30°C ，and its expression level was strikingly down-regulated in the dpp-Gal4 region (green stripe ) ; 


色 ( 红 色 ) 和 GFP 奖 光 (绿色 ) 徐 加 Overlay of Wg antibody staining (in red) and GFP fluorescence (in green) in A— 


的 Gal4/UAS 系统 ,将 dpp-Gal4 品系 和 UAS-wg 品系 





得 wg 在 怒 芽 的 不 同 发 育 阶段 实现 超 表 达 和 抑制 之 。 杂交 后 , 子 代 果 量 在 整个 发 育 阶段 仅 可 以 实现 wg 
间 的 相互 转换 。 


3 讨论 


操控 贰 标 基因 的 表达 水 平 十 分 重要 。 利 用 经 典 ” UAS-wg-RNAi 的 表达 。 利 用 超 表 达 和 RNA 干扰 对 


可 














基因 的 超 表达 。 将 dpp-Gal4 品系 和 UAS-wg-RNAi 
杂交 , 子 代 果 蝇 在 整个 发 育 周期 仅 可 以 抑制 wg 基 
因 的 表达 。 本 研究 用 dpp-Gal4 同时 驱动 UAS-wg 和 
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温度 Temperature (%C) 


图 3 不 同 温度 下 dpp > wg +wg-RNAi 黑 腹 果 晶 幼虫 翅 芽 中 wg 的 表达 水 了 


忆 











Fig. 3 Expression levels of wg in larval wing disc of dpp > wg + wg-RNAi Drosophila melanogaster at different temperatures 
A; 在 18%C, 共 表达 UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 可 以 实现 温和 地 超 表达 we， 蓝 色 圆圈 表示 测量 获 光 密度 的 区 域 we was overexpressed moderately by 





co-expression of UAS-wg and UAS-wg-RNAi at 18°C , blue circle showi 
Gal4 表达 的 细胞 的 we 的 超 表 达 水 平 下 降 The overexpression of weg 











ng the region where anti-Weg staining intensity was measured. ; B: 在 25% 时 ,dpp- 


was weakened in the dpp-Gal4 region at 25%C ; C: 在 30%C ,wg 的 表达 受到 明显 


抑制 The expression of wg was inhibited obviously at 30%C ; A' - C': 分 别 为 A--C 图 中 Wg 抗体 染色 (红色 ) 和 GFP 荧 光 ( 绿 色 ) 寺 加 Overlay of Wg 


antibody staining (in red) and GFP fluorescence (in green) in A-C, 

wg 的 相对 表达 量 The relative expression level of wg in wing discs of 

Wg antibody staining. 柱 上 不 同 小 写字 母 表 示 相 同 温度 下 不 同 基 

lowercase letters above bars indicate significant statistical difference 

temperature (P<0.05, Tukey’s test). 标尺 Scale bar =50 pm. 
18°C wn 30°C 











respectively; D; 基于 Wg 抗体 染色 的 荧光 强度 不 同 温度 下 不 同 基因 型 项 芽 中 
different genotypes at different temperatures based on the fluorescence intensity of 
因 型 翅 芽 中 We 表达 水 平 显 著 差 异 (P <0.05, Tukey 氏 检 验 ) 。Different 


in We expression level in wing disc between different genotypes at the same 











30C 一 18 











图 4 改变 温度 实现 dpp > wg + wg-RNAi 黑 腹 果 晶 幼虫 翅 芽 中 wg 的 表达 在 超 表达 和 抑制 之 间 转 换 


Fig. 4 Transformation of we expression levels between overexpression and repression in larval wing disc of 


dpp > wg + wg-RNAi Drosophila melanogaster by switching temperature 
A: 2 龄 末期 3 龄 初期 幼虫 翅 芽 中 we 在 低温 (18%C ) 下 超 表达 Overexpression of wg in wing disc of the late 2nd instar and early 3rd instar larvae at low 
temperature (18% ) ; B: 将 18% 下 培养 的 同 批 次 幼虫 转移 到 30% 38 h, 怒 芽 中 we 的 表达 被 抑制 When the larvae from the same batch cultured at 
18°C were shifted to 30°%C for 38 h, the we expression in wing disc was inhibited; C: 幼虫 翅 芽 中 we 在 高 温 (30%C ) 下 表现 为 表达 抑制 Expression of 


wg in larval wing disc was repressed at high temperature (30% ) ; D 








将 30%C 下 培养 的 同 批 次 幼虫 转移 到 18Y 72 h, 翅 芽 中 wg 超 表达 When the 


larvae from the same batch cultured at 30°C were shifted to 18°C for 72 h, we in wing disc was overexpressed; A' -D': 分 别 为 A -D 图 中 Wg 抗体 梁 
色 ( 红 色 ) 和 GFP 交 光 (绿色 ) 闭 加 Overlay of Wg antibody staining (in red) and GFP fluorescence (in green) in A -DD, respectively. 标尺 Scale bar = 





50 pm. 
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温度 的 敏感 度 不 同 ,通过 转变 温度 ,操控 wg 实现 其 
不 同 的 表达 水 平 。 本 系统 控制 基因 表达 水 平 的 能 
取决 于 dpp-Gal4，UAS-wg 和 UAS-wg-RNAi 转基因 
的 协同 作用 。 本 研究 发 现 ,30%C 时 在 dpp > wg + wg- 
RNAi 基因 型 黑 腹 果 晶 考 芽 中 ,内 源 表 达 的 wg 在 
dpp-Gal4 表达 的 细胞 受到 有 效 抑制 ,但 在 翅 吉 区 
dpp-Gal4 远离 D/AV 边界 的 区 域 会 产生 轻微 的 wg 异 
位 表达 (图 3: C, 图 4: B)。 由 于 Wg 和 Dpp 两 种 
信号 存在 拷 抗 作用 (Brook and Cohen，1996; 
Johnston and Schubiger, 1996) ,所 以 丢 标 基因 wg 很 
可 能 会 反 过 来 影响 dpp-Gal4 的 活力 。 所 以 该 系统 
最 佳 应 用 情况 是 Cal4 的 活力 比较 稳定 , 且 靶 基因 不 
影响 Gal4 的 表达 。dpp-Gal4 驱动 UAS-wg 超 表达 ， 
会 导致 果 蝇 归期 死亡 。 共 表达 UAS-wg 和 UAS-wg- 
RNAi , 果 蝇 也 无 法 发 育 至 成 虫 阶段 ,难以 观察 成 虫 
翅 对 应 的 表 型 。 

本 课题 组 前 期 的 研究 发 现 ,通过 引入 温 控 因 子 
tub-Gal80"* ,可 以 在 25 - 29% 的 温度 范围 内 部 分 抑 
制 Cal4 的 活性 ,从 而 降低 UAS 转基因 的 表达 水 平 
( 李 开 震 等 , 2016) 。 然 而 为 了 实现 连续 表达 ,整个 
实验 中 需要 保持 相对 较 高 的 温度 。 联 合 表达 UAS- 
wg 和 UAS-wg-RNAi, 允许 在 低温 下 温和 超 表 达 驾 
基因 。 

传统 的 Gal4/UAS 系统 只 能 在 生物 体 发 育 的 整 
个 周期 超 表达 ,或 是 干扰 靶 标 基因 。 本 研究 可 以 在 
同一 生物 体 发 育 的 不 同 阶段 ,实现 超 表达 和 干扰 之 
间 的 相互 转换 ,对 于 基因 功能 和 调控 的 研究 ,提供 新 
的 手段 。 本 研究 提供 的 方法 还 能 够 温和 地 上 调 误 基 
因 表 达 , 从 而 避免 过 高 表达 水 平 导 致 的 细胞 毒性 。 
此 外 ,可 以 实现 在 不 同 发 育 阶段 较 大 范围 地 改变 基 
因 表达 水 平 , 靶 基因 在 一 个 阶段 可 高 于 内 源 水 平 ,而 
在 另 一 个 阶段 可 低 于 内 源 水 平 ,从 而 扩大 Gal4/UAS 
系统 在 翅 芽 操控 wg 表达 水 平 的 能 力 。 这 种 方法 也 
可 能 适用 于 其 他 系统 , 如 LexA-lexAop 系统 、QF- 
QUAS 系统 ,甚至 可 在 培养 的 细胞 中 应 用 ,为 一 些 特 
殊 的 生物 学 研究 提供 了 参考 。 
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